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Neohesperidin is a natural new nutrition sweetener, widely existing in plants of dry citrus peel, which
can be derived from extraction. Since the sweetness is 1,300-1,500 times greater than that of sugar,
neohesperidin are widely used in fruit juices, wines, beverages, bakeries and pharmaceutical for-
mulations, and are particularly suitable for consumption by diabetic patients. However, the yield of
extraction from citrus peel waste is very low. In this study optimal yield conditions were determined
using response surface methodology (RSM) in order to increase the neohesperidin extraction yield.
The critical factors for maximum extraction yield were selected extraction pressure (x1), extraction time
(x2), and concentration of ethanol (x3). As a result, the extraction yield was improved when the extract-
ing pressure increased. The extraction yield also increased in a time-dependent manner. When adding
ethanol as an assistance solvent to the supercritical carbon dioxide, extraction yield was increased as
more ethanol concentration was added. Finally, the extraction yield of neohesperidin was improved
to about 162.22% compared to ethanol extraction as a conventional method.
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서 론

감귤(Citrus unshiu)에는 다양한 약효성분이 함유되어 예로

부터 한방이나 생약의 원료로 사용되어 왔으며, 우리나라는

기상 및 지리학적으로 감귤 재배지 중 최북단에 위치하고 있

어서 내한성이 강한 만다린계의 온주밀감이 감귤 생산의 주종

을 이루고 있다[12,13].

감귤류에는 flavonoid, carotenoid, coumarin, polyphenol

등의 다양한 화합물이 함유되어 있으며, 특히 rutin 및 deos-

mine 등의 일반적인 flavonoid 류, hesperidin, naringin 등

citrus 과일 특유의 flavonoid 류, 또한 채소나 과일에서 보고

되지 않는 감귤류 고유의 tangeretin, nobietin 류 등의 fla-

vonoid 류가 함유되어 있다[3,15]. 감귤류에는 지금까지 약 60

여 종의 생리활성 물질이 밝혀져 있으며, 감귤류 특유의 fla-

vone을 함유하여 기능성에 대한 평가도 다양한 방향에서 검토

되고 있다[13,19]. 감귤류 유래 화합물은 항산화 작용[4], 항암

[5,6], 항균[2], 고혈압 예방[23], 혈중 LDL 콜레스테롤 함량 감

소 및 HDL 콜레스테롤 증진 효과[20,24] 등 다양한 생리적

활성을 나타낸다고 보고되어 있다. 특히 neohesperidin은 위

염에 대한 보호 작용[16], 멜라닌 합성 억제 효과[10], 피부염에

대한 항알레르기 효과[9] 및 간암 세포의 증식 억제 효과[1]

등의 약리 효과가 보고되어 있다. 또한 neohesperidin은 고감

도감미료인 neohesperidin dihydrochalcone (NHDC)으로 화

학적 변환이 가능하여[8] 최근 neohesperidin의 상업적 제조

기술에 대한 관심이 모아지고 있다.

Neohesperidin은 감귤류에 많이 함유되어 있는 것으로 알

려져 있으며, 특히 지각(Aurantii Fructus Immaturus), 당유자

(Citrus grandis Osbeck) 등에 많이 함유되어 있으며, Wang 등

[25]은 microwave-assist extraction method (MAE)와

high-speed counter-current chromatography (HSCCC)를 이

용하여 지각 10 g으로부터 159.5 mg의 neohesperidin을 추출

하였다고 보고하였다. 감귤류 내 neohesperidin의 함량은 감

귤의 품종 및 수확시기에 따라 차이가 있는 것으로 알려져

있으며, 국내 감귤류 중에서 neohesperidin의 함량이 가장 높

은 것으로 알려진 지각의 경우, 201.23～79.68 mg/ml (착즙

액), 당유자의 경우 197.84～86.65 mg/ml (착즙액)을 함유하고

있으며[14], 추출 방식에 따라 다소 함량의 차이를 나타내는

것으로 알려져 있다[17].

제주에서 생산되는 감귤 중 약 40% 정도만이 쥬스, 젤리,

쵸코렛 등으로 가공되고 있으며, 가공되고 남은 폐감귤박은

폐기물로서 버려지고 있는 상황이다. 감귤 가공 후의 부산물

인 감귤박은 제주에서만 연간 약 5～6만 톤 가량이 발생하고

있으며, 이들 대부분은 감귤가공 부산물의 대부분은 해양 투

기되고 있어 해양 환경오염의 원인이 되고 있다. 유기성 폐기

물의 해양투기가 2012년부터 전면 금지됨에 따라 감귤가공부
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Table 1. Code and experimental conditions for the central composite design

Factor Symbol
Coded values

-2 -1 0 1 2

Pressure (Mpa)

Time (Min)

Ethanol conc.(%)

x1

x2

x3

16.1

0

0

23.5

20

10

30.9

40

20

38.3

60

30

45.7

80

40

산물의 처리가 시급한 실정이다.

따라서 본 연구에서는 대부분 폐기되고 있는 감귤 과피의

유용성분 중의 하나인 neohesperidin의 초임계 이산화탄소를

이용한 감귤박의 추출 수율 증가를 위하여 통계학적 실험방법

중 하나인 반응표면 분석법 중 중심합성계획법을 적용해 추출

수율에 영향을 미치는 여러 인자들을 확인하고, 각 인자의 최

적화를 통하여 추출 수율의 증대를 도모하고자 하였다.

재료 및 방법

시료 제조 및 보관

국내에서 주로 재배되는 감귤 재배 품종 중 당유자(Citrus

grandis Osbeck), 감자(C. benikoji Hort. Ex Tanaka), 동정귤(C.

erythrosa Hort. Ex Tanaka), 병귤(C. platymamma Hort. Ex

Tanaka), 빈귤(C. leiocarpa Hort. Ex Tanaka), 일반조생(C. un-

shiu), 진귤(C. sunki Hort. Ex Tanaka), 평귤(C. tangerina Hort.

Ex Tanaka), 홍귤(C. tachibana), 지각(C. aurantium Linn), 유자

(C. junos)를 사용하였으며, 특용작물이나 관상용으로서 재배

하는 품종의 경우 재배 농가로부터 제공받았다. 그러나 대부

분 특용작물로서 재배되고 있기 때문에 원료수급의 문제점을

감안하여 주로 일반조생의 부산물을 본 실험에 사용하였다.

모든 시료는 증류수로 3회 세척한 후, 감귤 과피만을 사용하였

다. 감귤 과피는 1차적으로 음지에서 자연 건조시킨 후 최종적

으로 동결 건조하여 분말화하였다. 건조 분말화된 감귤과피는

3,000 rpm의 분쇄기(Hanil, Korea)에서 분쇄한 후, -20℃ 냉동

고에 보관하면서 시료로 사용하였다.

분석조건

플라보노이드의 분석은 high performance liquid chroma-

tography (Shimadzu, Japan)을 이용하여 분석하였다. 분석용

컬럼은 Capcell pak C18 UG120 (4.6x250 mm, Shiseido Fine

Chemicals Co., Japan), 이동상 용매로는 50 mM phosphoric

acid (A)와 methanol (B)을 사용하였다. Gradient elution은

80:20(A:B)에서부터 40분 후 20:80(A:B), flow rate는 0.7

ml/min으로 하여 UV 검출기 280 nm에서 분석하였다[11].

에탄올 추출

분말화된 시료 1 g을 취하여 주정용 에탄올(95%) 20 ml을

가하여 4시간 동안 상온에서 추출하였다. 추출액을 냉각 한

후 Whatman No.1 여과지로 여과하고 동일한 용매로 수기를

2-3 회 세척하여 25 ml로 정용하였다. 얻어진 추출 시료를 0.45

μm filter로 여과한 후 HPLC로 분석하였다[21].

초임계 이산화탄소 추출

초임계유체 추출장치는 최대 압력이 45.5 MPa까지 사용 가

능하도록 제작하였으며, 초임계유체 추출장치는 이산화탄소

와 보조용매용 고압용 펌프, 펌프 조절기가 장착되는 고압 챔

버와 유량 조절장치, 그리고 온도 조절을 위한 열교환기로 구

성되도록 하였다. 이산화탄소는 추출조건은 추출압력(13.2～

40.0 MPa), 추출시간(0～120 min), 보조용매로서 ethanol의 농

도(0～40%)를 달리하여 추출하였으며, 추출 온도는 50℃, 고

압 syringe pump의 유속은 1.5 ml/min로 고정하여 추출하였

다. 이산화탄소와 분리된 추출물은 용매가 채워진 바이알에

포집한 뒤 보조용매로 정용하여 -20℃에서 저장하여 분석용으

로 사용하였다. Neohesperidin의 농도 결정은 저장된 추출물

1 ml을 취하여 HPLC를 이용하여 분석하였다.

실험모델의 계획

감귤가공부산물로부터 초임계 이산화탄소에 의한 neo-

hesperidin의 추출 조건을 최적화하기 위하여 반응표면분석

법을 사용하였다. 이때 실험적인 코드디자인에 사용된 인자는

Table 1에 나타내었다. 중심합성계획법에 의한 요인(독립변

수)의 실험계획은 추출압력(x1, 16.1～45.7 MPa), 추출시간(x2,

0～80 min), 보조용매의 농도(x3, 0～40%)를 5단계(-2, -1, 0,

1, 2)로 부호화하여 추출실험을 실시하였다(Table 1). 또한 아

래의 코드 값 변환식[식1～3]과 같이 변수 변환을 하여 x1, x2,

x3 값을 결정하였다.

 


[식 1]

 


[식 2]

 


[식 3]

이들 요인 변수에 의해 영향을 받는 종속 변수로는 neo-

hesperidin의 추출수율(Y)을 선택하였으며, 3회(중심점 4회)

반복 실험하여 평균값을 회귀분석에 이용하였다. 이때 세 개

의 독립변수와 종속변수에 대한 2차 회귀 모형식은 아래와

같다[식 4].

 

 [식 4]
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여기서 Y는 종속변수, x1, x2, x3은 독립변수, 는 회귀계수

이다.

회귀분석에 의한 모델식의 예측은 SAS (statistical analysis

system, version 9.1) program을 이용하였고, 회귀분석 결과

임계점을 분석하여 최적점을 구하였다.

결과 및 고찰

국내 감귤류로부터 flavonoid 함량의 분석

국내에서 재배되고 있는 감귤 품종에 따라 NHDC 생산을

위한 원료 물질로서 neohesperidin의 함량을 분석하였다. 감

귤류에는 다양한 flavonoid가 존재하는 것으로 알려져 있으

며, 현재까지 약 60여 종의 flavonoid가 분리되었고, 새로운

생리활성 물질이 계속적으로 발견되고 있다[14]. 감귤 착즙액

의 flavonoid 함량은 수확시기가 늦어질수록 대부분 감소하는

경향을 보이나 품종에 따라 과숙이 될수록 함량이 다시 증가

하는 품종도 있다고 보고되어 있다[22]. 또한 당유자와 편귤,

지각은 quercetagetin과 neohesperidin이 flavonoid 주성분으

로 구성되어 있다고 밝혀졌다[16]. 따라서, 국내에서 주로 재배

되고 있는 감귤 재배품종은 거의가 제주 재래종으로 당유자

감자 등 총 11 종의 감귤류를 이용하여 NHDC 생산을 위한

원료물질로서 사용 가능한 neohesperidin 함량을 분석하였다.

실험결과 당유자, 평귤, 지각 등에서 neohesperidin 함량이

0.87, 0.57, 0.69 g/100 g-DCW로 가장 높게 나타났으며, 제주산

주요 재배 품종인 일반조생은 0.25 g/100 g-DCW인 것으로

확인되었다. 이러한 결과는 국내산 당유자, 평귤, 지각에서의

neohesperidin 함량이 각각 2.7～5.07, 0.66～2.67, 1.76～5.58

g/100 g-DCW이라는 류 등[22]의 결과와는 함량적 측면에서

다소 차이는 있지만 이러한 결과는 시료의 채취 및 추출 방법

의 차이 때문으로 판단된다(Fig. 1). 국내 감귤류 중 neo-

hesperidin의 확보를 위한 품종으로는 당유자, 평귤, 지각이

가장 적합하나 이들은 대부분 특용작물로서 재배되고 있기

때문에 원료수급의 문제점을 갖고 있다. 따라서 본 연구에서

는 제주 감귤의 주 생산 품종인 일반조생의 부산물을 본 실험

에 사용하였다.

Neohesperidin의 추출 수율 증가를 위한 반응표면분석

감귤가공부산물로부터 초임계 이산화탄소에 의한 neo-

hesperidin의 추출에 미치는 영향을 분석하기 위하여 추출압

력(x1), 추출시간(x2), 에탄올의 농도(x3)를 3가지 요인 변수로

설정하고 5수준의 실험계획을 수립하여 neohesperidin의 추

출 수율을 측정하였다(Table 2). 각각의 독립변수에 대한 상수

는 Table 1과 같다. Table 3은 추출 수율에 대한 분산분석 결과

이며 결정계수(R-square)는 가정된 모형이 얼마나 잘 적합 되

는지를 수량화한 통계량으로 결과에서 92.81%로 100%에 가깝

다 할 수 있으므로 가정된 반응모형이 결과에 적합함을 알

Fig. 1. Neohesperidin concentration of Korean citrus peel.

Table 2. Central composite design (CCD) and experimental re-

sults

RUN
Variable levels Response

x1 x2 x3 Y

1

2

3

4

5

6

7

8

9

10

11

12

13

14

15

-1

-1

-1

-1

1

1

1

1

-2

2

0

0

0

0

0

-1

-1

1

1

-1

-1

1

1

0

0

-2

2

0

0

0

-1

1

-1

1

-1

1

-1

1

0

0

0

0

-2

2

0

48.4

55.1

54.7

78.4

56.4

69.7

69.4

90.2

40.5

84.4

50.4

69.4

41.6

69.9

64.5

수 있다.

변동계수(CV)는 반응변수의 평균값(Response Mean)에 대

한 오차제곱합의 제곱근(Root MSE) 값을 나타낸다. 전체 모형

에 대한 유의확률(pr>F)은 0.05보다 작으면 가정된 모형반응

이 자료에 적합하다고 할 수 있다. 반응표면분석의 결과값으

로 실험 모델의 값이 0.021522이므로 반응 모형이 통계적으로

유의 하다고 할 수 있다. 또한 실험의 결과값이 1차와 2차 곡선

모두 0.05보다 작으므로 결과적으로 모형에 대한 유의성이 높

다고 예측할 수 있다(Table 3). 결과값에서 t-value는 해당 변수

를 0으로 놓을 수 있는지에 대한 검정통계량으로 유의확률이

0.05보다 큰 값은 회귀식에서 모두 기각되었으며, 반응표면분

석의 결과로써 추출수율에 대한 회귀식은 [식 5]와 같다.

 





[식 5]

Table 4는 추출 수율에 대한 정준 분석 결과로 critical value



1694 생명과학회지 2010, Vol. 20. No. 11

Table 3. Results of ANOVA (analysis of variance) for RSM

Source
Master model Predictive model

DF SS MS F Pr > F DF SS MS F Pr > F

x1 1 1171.351 1171.351 26.07285 0.003751 1 1171.351 1171.351 26.07285 0.003751

x2 1 638.8256 638.8256 14.21949 0.013011 1 638.8256 638.8256 14.21949 0.013011

x3 1 916.5756 916.5756 20.40187 0.006301 1 916.5756 916.5756 20.40187 0.006301

x1*x1 1 11.70085 11.70085 0.260447 0.631538 1 11.70085 11.70085 0.260447 0.631538

x1*x2 1 1.90125 1.90125 0.04232 0.845125 1 1.90125 1.90125 0.04232 0.845125

x1*x3 1 1.71125 1.71125 0.03809 0.852945 1 1.71125 1.71125 0.03809 0.852945

x2*x2 1 30.71797 30.71797 0.683745 0.445953 1 30.71797 30.71797 0.683745 0.445953

x2*x3 1 75.03125 75.03125 1.670105 0.252744 1 75.03125 75.03125 1.670105 0.252744

x3*x3 1 80.91701 80.91701 1.801115 0.237294 1 80.91701 80.91701 1.801115 0.237294

Model 9 2897.723 321.9692 7.166646 0.021522 9 2897.723 321.9692 7.166646 0.021522

(Linear) 3 2726.752 908.9173 20.2314 0.003166 3 2726.752 908.9173 20.2314 0.003166

(Quadratic) 3 92.32736 30.77579 0.685032 0.598566 3 92.32736 30.77579 0.685032 0.598566

(Cross Product) 3 78.64375 26.21458 0.583505 0.651261 3 78.64375 26.21458 0.583505 0.651261

Error 5 224.6303 44.92607 5 224.6303 44.92607

Total 14 3122.353 14 3122.353

Fit statistics for Y

Master Model Predictive Model

Mean 62.86667 62.86667

R-square 92.81% 92.81%

Adj. R-square 79.86% 79.86%

RMSE 6.702691 6.702691

CV 10.66176 10.66176

a) b) c)

Fig. 2. Contour plots for optimization of neohesperidin extraction yield. a) Neohesperidin extraction yield by pressure and time,

b) Neohesperidin extraction yield by pressure and ethanol concentraction, c) Neohesperidin extraction yield by time and

ethanol concentraction

는 정상점의 좌표를 의미하며, 분석 결과 고유값(eigenvalues)

이 모두 음수이므로 최대점을 나타낸다. 따라서 정상점 좌표

를 이용하여 변환식[식 1～3]에 대입하여 각각의 최적 조건을

찾았으며, 최적조건은 pressure는 93.99462 MPa, time은

253.066 min, ethanol 101.653%로써 추출압력과 시간과 보조

용매의 농도는 높을수록 추출 수율은 증가함을 확인할 수 있

었다. 최적조건의 결과값을 회귀식에 대입하여 최적조건에서

의 최대 수율을 계산하면 1.62배 증가하였고, 정준 분석에 결

과 찾은 최대값과 유사함을 확인할 수 있다. Fig. 2(a)는 pres-

sure와 time에 따른 수율, Fig. 2(b)는 pressure와 ethanol 농도,

Fig. 2(c)는 time과 ethanol 농도를 나타내는 등고선이고, Fig.

3(a)는 pressure와 time, Fig. 3(b)는 pressure와 ethanol 농도,
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a) b) c)

Fig. 3. Response surface plot for optimization of neohesperidin extraction yield. a) Neohesperidin extraction yield by pressure and

time, b) Neohesperidin extraction yield by pressure and ethanol concentraction, c) Neohesperidin extraction yield by time

and ethanol concentraction

Table 4. Result of canonical analysis of response surface based

on coded data

Eigen vectors for Y

Eigen values x1 x2 x3

-0.39269 0.46454 0.71600 0.52110

-1.20162 0.88539 -0.38666 -0.25802

-3.80153 -0.01675 -0.58124 0.81356

Critical value for Y

Factor name Coded Uncoded

x1 8.5263 8.5263

x2 10.6533 10.6533

x3 8.1653 8.1653

Fig. 3(c)는 time과 ethanol 농도에 따른 결과를 3차원으로 표

현한 그림이다.

이와 같이 실험 변수 요인들과 반응치 사이의 관계를 회귀

방정식을 이용하여 기술함으로써 모든 독립변수와 종속변수

들 사이의 다중 회귀 상관관계는 1% 이내의 수준에서 통계적

으로 높은 유의성이 있는 것으로 보아 실험 데이터는 이차방

정식에 잘 부합됨을 알 수 있다. 세 가지 요인 변수 중 한 가지

변수를 일정하게 하고 다른 두 가지 변수의 함수로 반응을

나타냄으로써 3차원 그림으로 반응표면을 나타내었으며, 또

한 분석결과 추출 압력의 증가에 따라 추출 수율은 증가하였

는데, 추출 말기보다 추출 초기에 추출압력의 증가에 따른 추

출 수율 증대 효과가 더욱 높았다. 이는 추출시간을 짧게 하였

을 때는 추출 대상 성분들이 시료에 많이 남아 있으므로 추출

압력에 따른 추출수율 증대 효과가 보다 높게 나타난 것으로

사료된다.

한편 추출 압력과 동시에 추출시간의 증가에 따라 추출 수

율은 점점 일정한 값에 이르는 경향을 보였다. 초임계 이산화

탄소에 ethanol을 보조용매로 첨가하면 추출 효율이 급격히

증가하였는데, 이는 목적 성분에 대한 용해도를 증가시키고,

보조용매 분자들은 시료 조직에 존재하는 활성결합부위에서

목적 물질과 경쟁함으로써 목적 성분들과 시료 매트릭스간의

상호작용을 감소시켜 매트릭스의 구조의 변화를 초래함으로

써 매트릭스로부터 목적 성분의 용출을 용이하게 하기 때문으

로 판단된다[7,18]
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초록：반응표면 분석법을 이용한 neohesperidin 생산 수율의 최적화

양희종․정성엽․최낙식․안극현․박찬선․윤병대․유연우
1
․안순철

2
․김민수*

(한국생명공학연구원 생물산업공정센터, 1아주대학교 분자과학기술사업단, 2부산대학교 의과대학 미생물학

및 면역학교실)

감귤류는 다양한 기능성과 약효로써의 효능이 입증되면서 소비가 증가하고 있으나, 감귤 가공 후 부산물인 감

귤박은 폐기물로써 해양에 투기되고 있어 부산물의 처리가 시급한 실정이다. 따라서 폐감귤박을 이용한 고감도

감미료의 생산 원료인 neohesperidin을 추출하여 폐감귤박을 효율적 이용을 도모하였으나 상당히 미비한 추출

수율로 효율성이 감소하였다. 이러한 추출 수율의 문제점을 해결하기 위하여 반응표면 분석법을 이용하여 감귤

가공부산물로부터 neohesperidin의 추출 수율 증진 위한 추출조건의 최적화 연구를 수행하였다. 추출 조건 중

초임계 유체 추출의 수율 증진에 영향을 주는 추출 압력(x1), 추출 시간(x2), 보조용매의 농도(x3)를 주요 인자로

선정하였다. 선정한 인자를 반응표면 분석법에 적용하여 추출 수율의 최적조건을 탐색하였으며, 그 결과 추출

압력이 증가하면서 추출의 수율은 크게 향상되었고, 또한 추출 시간이 길어질수록 추출 수율 또한 증가함을 확인

하였다. 또한 초임계 이산화탄소에 ethanol을 보조용매로 첨가할 경우 보조용매의 농도가 높을수록 수율은 급격

하게 증가하여, 최종적으로 162.22%까지 neohesperidin의 추출 수율을 증진할 수 있었다.
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